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hr.rbieran compuestos de llpo flavonoide.
Los análsis por Fl,lN de r3C e rH, Especlrometría
de N¡asas y Cromatografía de Gases, confirmaron que
los cornpuestos presentes en la fracc ón activa elan
llavo¡oides.
II, INTRODUCCION
La pla.l1a Bixa orellana (achiote) ha s do luente de
muchos esludlos, principalmente f arr¡acológicos (1'5)
los que le han atr buido a esta planla el caljficallvo de
"medicinal", lo cual ha ve¡ido a realiza¡ a mportancia
que tiene denfo del reino vegetaL. Esta investigación
dervódelestud ohecho por SalvadorAL, en dondese
comprobó la activ dad antifúngica del achlole,
prir'rcipalmente de las hoias y e tallo.
Se ha reportado que las hoias de B. orellana,
contenen Leucocianidina, ácdo elágico y agLlnos
llavoñoldes no identil cados (6). Otros trabajos ndican
la presencia de ácido tormentósico (7), Lrn
sesquilerpeno tetracíc rco para el cual se sugirió eL
nornbre de bixaganeno (8); un hidrocarburo
sesq!iterpénico lamado ishwarano (9) y tres f avonas
bisulfato (10): 7-bisullato de apigenina, T'bisullato de
lteoIna y 8-bis!lfaio de h polaetina.
E obleiivo prlncipa de este fabaio consstía en
alslar e identifcar los compuestos responsables de la
aclividad antllúngica de las hojas de B. orcllana pot
.neo o de ana isis qu riLos e 
'nslrure_Iales.
III. MATERIALES Y METODOS
1.) Materia vegelal: las hojas y el extracto etanó lco
de B. orellana fueron p¡oporcionados por FAFIV4AYA.
Se uliizaron 500 g de hojas secas para reallzar as
::_:r.d¡ en Química
. : -::-,:: en Química
l. suMARlo
CuatTo compueslos de t po llanovo de se aislaro¡
de a fracc ón antifúngica activa de las hojas de Bixa
o¡el/ana. Estos llavono des se ide¡tillcaron corno:
Compueslo 1 : Querceti¡a-3_O_rutinoside
Compuesto 2: Quercet¡na-3'O'rob nobios de
Compuesto 3: lsoramnetina-3-O-rul nos de
Compuesto 4r lsoramnetina0-3-O-robinobloside.
Ela s ar¡ienio de los compuestos pTesentes en as
hojas de 8. arcllana se logró luego de un
fraccionamienio i toquímico en co umna ab erta co¡
Sephadex LH-20 como lase estacionar a y melanol
como e uyenle, segu do por cromatografía íq!ida de
a ta resolucjón (HPLC) de lase inversa en una columna
WATERS B'Bondapak C-18 y una mezc a de rnelanol-
agua 50:50 como eluyente.
La eluc dación esfuct!ral de os compuestos se
'3a izó por nredio de Resona¡cia Magnética Nuc ear
Rl,4N) der3C erH y de Espectrometría de N¡asas de
1ápido BombardeoAtóm co (FABI\4S) (FastAtom Bom-
rardmenl lvlass spectrometry); grac as alapoyo delDr.
-rca Raslrei i de a Facu tad de Farmacia de a
-.1 versidad de Salerno, ltalia.
E aslar¡iento e ldentficacrón de los complestos
_¿seonsables de la actividad antifÚngica de las hoias
:: 5. orel/ana (objetivo general de la investigación) se
1::¡Zó al Obiener las esttucturas y ¡ombres de os
:.-rueslos ptesenies en a fracción con actlvidad
¿_:'-ng ca pos tiva,
-as pruebas químlcas vía húrñeda y el anális s por
:-:-a:ografía en capa fina (CCF) permit eron
-.'.. acet la probabilidad que en la fracción activa
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Todas estas fracciones se analizaron por
cromatografía en capa fi¡a con os diso ventes
mencionados, con lo cual se deierminó cuáles eran
iguales, llegando a un totalde 9lracciones. A éstas se
les hizo una nueva corrida en crohatoplacas en las
mismas condiciones anteriores, lLegando al linal a 4
kacciones:
Do la purificación por HPLC de la fracción activa
se obtuvleron 4 cornpuestos:
Tabla No.2. Clntidad€a y llempog da retención de
lo3 compueilo3 pres€¡tea en la fracclón aci¡ve,
Tabla No. 1. Pruebas
reelizadas a las fracclones
químicas vía húmeda
I a lV y sus resultados.
Cuadro No. 1. Fracciones iguales de la
ltacción acliva de B, o¡ellana,
Bo. 1-8o.4 J I
Bo.5 ll
Bo.6-80.7 I lll
Bo.B-8o.9 | lV
compuesto I PsoiDs' I liempo dr Retención1 I 45 13.5min
2 ) 35 I 15.5 min
3 I 28 | 21 min
4 I 48 I 23min
Tabla No. 3. Fórmulás moleculores y
nomblaa comunea de los rnetabol¡los
enconfádos en la! hojas de B. orellana.
ldentiícación de /os compueslos puros por
especlromelría de masas (FABMS) y por resonancia
magnélica nuclear (B[,4N) de 1H y ]3C. El anál sis
por FABN4S y Flf,4N de 1H y 13C reveló la presenc a de
los s¡guientes compuestos:
1. Pa¡a saponinas ésteroidalés
2. Para saponinas tripelpén cas
NO¡/BBE DE
PRUEBA
CARACTERZA REACC ON
POS TIVA
1
2
3
PNI
610.51
6f0,51
42451
624.51
A6¡c€üña-3O{litc¡de
A6!elina'3+r¡biro{toside
lsolamn€tina-3-Oruünoside
lsoramnauna-3-Oóblnobioside
u ñS. 1
1
2
3
ll
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Figura 1. Estruclurás de los
aislados de la fracción antifúngica
B, orclldñd.
compueslos
de las hoias de
La fracc ón activa lue necesario refraccionarla.
debido a que no h,bo u-a bue-a separac ón
i¡icia mente. Esté nuevo fraccionar¡tenlo se realizó en
la misma columna empacada con Sephadex LH-20 y
metanolcomo eluyente, la que previamente lue lavada
con diferentes disolventes hasta que quedó lirnpiay de
nuevo co¡ metanol. Se colocaron 1.72 g de lracción
activa (12) disuéito en la menor cantidad de rnetanol
posib e y evitando hacer alteraciones en la superficie
deler¡paque de la columna.
Cuando el exfacto empezó a elutr a través de la
col!mna se pudiero¡ observar bandas bien delinidas
con coloraciones que iban delarnarillo alverde, algunas
anaranjadas. Si la separación lue efectiva es posible
que cada bañda representara un compuesto diferente.
Elcolornoes un factorque deterr¡ine hasta dónde
se recoléctaba una f racclón (1 2), por o que para saber
cuáles fracciones eran iguales se llevó a cabo un
seguimiento de lo que se obienía de la colum¡a por
crornatografia eñ capa lina (CCF). Cada vez que se
colectaban 3 ml de extracto se cambiaba lubo de
e_sayo, para luego p-ntear rodas as iracciones en
cro'ratoplacas, Selertic nco lracciones se recog,eron
de la fracción activa.
El anáJ sis por CCF permitió, mediante la
cornparación de las manchas y de los valores de Rf,
eslablecor cuáles fracciones eran igualesy por lo tanto
podÍan unirse. Después de esio se reunieron 9
fracciones. Una nleva CCFen las misrnas condiciones
de la anlerior de estas 9 fracciones pé¡mitió hacér un
reagrupan ealo oe Jas rnismas. De Jas 9lracctones se
observó que las primeras 4 preseniaban manchas de
igual color y con los misños valores de Rf, estas se
agruparon en unasola (l). Las siguientes er ll,las ofas
dos en llly por últ¡rno las restantes en lV
La revelación de esta úliima placa con solucióñ de
sullato de cedo en ácido suliúrico, indicó que on lsólo
habían compuostos de tipo carbohidratos, los cuales
no presentan valor fitoqufrnico, mientras qué en ll y llL
estabañ concentrados los compuestos de tipo
llavonoide que sé 
€speraban. Más de 33 difere¡tes
actividades biológicas han sido réportadas para
akedsdor de 30 de 1 37 ilavonoides naturales conocidos
hastaelaño do 1955. Existen variosestudios publicados
t2
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sobre las acl v dades biológicas y su lugar de acción
de los flavonoides en la terap a de drogas. Feportes
más recienles concernienles a acciones antivirales,
anliinflamatorias y dicotóxicas demuestran su
mportanc a como fitoconsliiuyentes coñ act v dad
biolóqica (13).
Las pruebas q!ír¡icas vía húmeda co¡tirr¡aron la
presencia de los flavonoides eñ las fraccion€s ll y lll,
pero especia¡menle en la llldonde la intensidad de las
manchas indicaba su mayor concentrac¡ón.
La purificación por HPLC ser¡ipreparativa permite
cuantiticar y lener una idea de {os compuestos
prese_ies. LacolLTna que se 
-l lzó para la separac ón
fue una WATERS p-Bondapak C.18, la cual tiene un
empaque de silica gel, la que tene un recubrimiento
de un h¡drocarburo C-18, lo que invierte la tase ya que
cubre los grupos -OH de la síica y a convierte en un
absorbento apo ar, lo qLte perm te !tna separación r¡uy
eircaz de los compueslos polar€. Al invertir la iase se
cambiañ completamonle las prop¡edades físicas del
absorbent€ y se pasa de una cromatogralía de
adsorclón a una de fase nversa.
La intérprelación de los espectros se describe a
:onlinuación:
Compuesto 1l
Elespectro FABIVIS delcompuesto 1 mostró un ión
-o ecular [[,4-H]- a una re ación masa'carga (m/z)=609.
:cr los datos de añasayde os especfos 13C y 13C
::PT B[¡N se obtlvo la fórmu]a molecular C27H30016.
El anál sis por cromatogralía de gases del
::."puesio 1 despué9 de la hidrólisis ác da mostró la
:'3sencja d€ dos moléculas de azúcar: glucosa y
_¿-_osa. Lostiempos de retención de loscaóohidralos
:':senles en este compuesto fueron iguales a aquelos
- 
¡s trisi-azúcares originales.
: espectro por Fl[¡N de 1H (poiencia del
-a':io=500 MHz) indicaba la presencia de !na señal
= -- 
grupo meiilo de ramnosa a o1115 (3H, J=6 Hz),
-- 
a'a:ón anomérico de una ü-raññosa a o=4_55 (1H,
: 
-=- 5 Hz) y a una seña 0=5.55 (1H, d, J=7,5 Hz) en
r::;:c con un protón anomérico de Ltna B-glucosa
': _,:: a No.4).
La zona aromálrca r¡ostraba señales prolónicas a
o=7.64 (dd, J=8.5 Hz, J=2 Hz, H-6'), a 0=6.89 (d, J=8.5
Hz, H-5')y a ú=7.70 (d, J=2 Hz, H-2') todos eslos datos
juntos mostraron la presencia de un a¡illo aromático
3', 4'disustituido (tabla No. 5).
Las 5, 7 d¡sustituc¡ones del anallo A quedaron
demostfadas con la presencia de 2 H meia-acoplados
a 0=6.41 (d, J=2 Hz, H-8).
Con el añálisis de todos estos dalos se pudo
establecer para el compueslo 1, la aglicona
quercel¡na-3-O-sustituida con un disacárido.
La suslitución delC-6 de glucosa con ramnosa fue
demostrada por un despLazar¡iento a campo bájo de
7.2 ppn en el espectro de 13C en comparación del
correspondient€ C-6 (0=61.3) de la quercet¡na-3-O-
glucosldico (15).
De la unión detodos los dalosy de ]a coñfrontación
de los mismos con los de la literalura (15) fue posible
identifcar el compuesto 1 como: quercetina.3.O-
rr¡linoslde.
Coñpueslo 2l
Elcompuesto 2 mostraba en el FABMS el mismo
lón molecu arde 1 auna relación m/z=609. De losdalos
de FABMS, 13C. 13C DEPT FiMN se pudo asignar a 2
la fórñLJla molecular C27H30016.
El análisis por cromatogralía de gases del
compuesto hidrol¡zado moslraba la presencia de
galaclosa-ramnosa. Los datos de'H,'3C de RI¡N
(lablas 4 y 5) para la aglcona del compuesto 2 €ran
parecidos a aquellos delcompuesto'l (14). La diferenc¡a
entre los compugstos 1 y2 radicaba principalmenle en
las cadenas disacarísdicas, de hecho €l compuosto 2
moslraba la presencia de las señales tfpicas de una
galactosa-6-O-sustituida (16), confirmado como se dijo
añtes po¡ cromalografía de gases. En base a €stas
observaciones s6 eslableció para el cor¡puesto 2 la
estl uclura de qugrcetina-3-O-robinobioside.
Compuestos 3 y 4:
Estos compleslos moslraban en e especlro
FABI4S elmismo ¡ón molecu¡ar a m/z=623. E¡análisis
l3
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Tábla No. 4. Desplazámiento quíñico de RMN 130 para los compuestos 1 a 4.
Tabla No.5. RMN 1H de compuésios 1 a 4 y vátore3 de J (en parént*is) expr$ádos en H2.
Carboño DEPT 1 2 3 4
I
2
3
5
6
T
I
9
10
1
3
5',
Glu 1
2
6
Gal 1
2
3
5
6
2
3
5
6
ocHS
c
c
c
c
CH
c
cll
c
c
c
CH
c
c
CH
CH
CH
CH
CH
CH
cH2
CH
CH
CH
CH
CH
cH2
CH
CH
CH
CH
CH
cH3
159.3
135.6
179.2
162.1
s8.6
166.2
942
158.5
105.5
123.1
1164
145 8
149 8
11/.3
122.3
103 7
75.1
79.3
72.5
78.3
68.5
101 2
71.0
714
732
742
174
159.0
135.3
179.4
162.9
99.5
166.4
94.9
158.5
105.9
123.1
116l
145.7
149 I
117.9
127.a
101 9
73.9
75.2
702
75.4
676
100.1
72.1
72.4
73.9
69.7
17.9
158 I
17S.3
162.9
100 0
166.2
95.0
158.8
105.6
124.4
114.6
150.8
148 3
116.1
124.0
104.5
759
742
716
773
68.5
142 4
72.1
72.3
73.9
69.7
56.4
158.8
135.4
179.4
162.9
98.8
166.2
93.6
158 4
105.5
123 0
114.6
150.8
148.3
115 I
122.4
101.3
732
75.0
68.8
100.5
7a.B
68.8
18.1
556
2 3
H-6
H-8
H-2
H-5
H-6
HlGlu
H-1 Gal
ocH3
6.22l2) d
6.41 (2) d
7.69 (2) d
6.89 (8 5) d
7.64 (8.5
2) dd
5.14 (7 5) d
4.58 (1.5) d
1.r 6 (6) d
6.22l2j d
6.41 \21 d
7.91 (2)d
6.90 (8.5)d
7.62 \8.2 2
5.09 (7.5) d
4.55(r.5) d
1.20 (6) d
6.17 12) d
6.35 (2)d
7.93 (2)d
6.88 (8.5) d
7.59 (8.5,2
5.2217.5) d
4.51 (1.5) d
1.09 (6) d
6.2212) d
6.4r (2) d
8.04 (2) d
6.92 (S 5)d
7.61 (8.5
2) dd
5 24 \7.5) d
4.55 (1.5) d
r.20 (6) d
399s
14
